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Die folgenden Angaben aind den vom Anmelder eingereichten Unter lagen entnommen 

(S) Neue fur das eno-Gen codierende Nukleotidsequenzen 

@ Die Erfindung betrifft ein isoliertes Polynukleotid, ent- 
haltend eine Polynukleotidsequenz, ausgewahlt aus der 
Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestes zu 70% identisch ist mit 
einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codtert, das 
die Aminosauresequenz von SEQ ID Nr. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das eine 
Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID Nr. 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Polynu- 
kleotiden von a) oder b), und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinander- 
folgende Basen der Polynukleotidsequenz von a), b) oder 
0, 

und Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Ami- 
nosauren unter Verstarkung des e no-Gens. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind fur das eno-Gen kodierendc Nukleotidscquenzcn und Verfahren zur fermcntativcn 
Herstellung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin unier Verwendung von coryrieformen Baktcrien, in denen das eno- 
5 Gen versrarkt wird. 

Stand der Technik 

Aminosauren, insbesondere L-Lysin finden in der Humanmedizin und in der ph'armazeutischen Industrie insbesondere 
10 aber in der Tierernahrung Anwendung. 

Es ist bekannt. dafi Aminosauren dutch Fermentation von Stammen coryneformer Bakterien insbesondere Corynebac- 
terium glutamicum hergestellt werden. Wegen der groBen Bedeutung wird standig an der Verbesserung der Herstellver- 
fahren gearbeitet. Verfahrensbesserungen kbnnen fermentationstechnische MaBnahmen wie z. B. Riihrung und Versor- 
gung mit SauerstofT, oder die Zusarnrnensetzung der Nahrmedien wie z. B. die Zuckerkonzentration wahrend der Per- 
15 mentation, oder die Aufarbeitung zur Produktform durch z. B. Ioncnaustauschchromatographic oder die intrinsischcn 
Leistungscigenschaften des Mikroorganismus selbst betreffen. 

Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dieser Mikroorganismen werden Methoden der Mutagenese, Selektion 
und Mutantenauswahl angewendet Auf diese Weise erhalt man Stamme, die resislent gegen Antimetabolite wie z. B. das 
Lysin-Analogon S-(2-Aminoethyl)-Cy stein oder auxotroph fur regulatorisch bedeutsame Aminosauren sind und L-Lysin 
20 produzieren. 

Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung Amino- 
saure produziercnder Stamme von Coryncbacterium eingesctzt, indcm man einzclnc Aminosaure-Biosynthesegenc am- 
plifiziert und die Auswirkung auf die Arainosaure-Produktion untersucht. Ubersichtsartikei hierzu findet man unter an- 
derem bei Kinoshita ("Glutamic Acid Bacteria", in; Biology of Industrial Microorganisms, Demain and Solomon (Eds.), 
25 Benjamin Cummings, London, UK, 1985, 115-142), Hilliger (BioTec 2, 40-44 (1991)), Eggeling (Amino Acids 
6 : 261-272 (1994)), Jetten und Sinskey (Cridcal Reviews in Biotechnology 15, 73-103 (1995)) und Sahm et al. (Annu- 
als of die New York Academy of Science 782, 25-39 (1996)). 

Aufgabc der Erfindung 

30 

Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue MaBnahmen zur verbesserten fermentativen Herstellung von Ami- 
nosauren insbesondere L-Lysin bereilzustellen. 

Beschreibung der Erfindung 

35 

Aminosauren insbesondere L-Lysin finden in der Humanmedizin, in der pharmazeutischen Industrie und insbesondere 
in der Tierernahrung Anwendung. Es besteht daher ein allgemeines Interesse daran. neue verbesserte Verfahren zur Her- 
stellung von Aminosauren insbesondere L-Lysin bereitzustellen. 

Wenn im folgenden L-Lysin oder Lysin erwahnt werden, sind damit nicht nur die Base sondem auch die Salze wie 
40 z. B. Lysin-Monohydrochlorid oder Lysin-Sulfat gemeint 

Gegenstand der Erfindung ist ein isoliertes Polynukleotid aus coryncformen Bakterien, enthaltend eine Polynukleotid- 
sequenz, ausgewahit aus der Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist mit einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das 
45 die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Polynukleotiden von a) oder b), und d) Polynukleotid, enthaltend 
mindestens 15 aufeinanderfolgende Basen der Polynukleotidsequenz von a), b) oder c). 

50 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls das Polynukleotid gemaB Anspruch 1, wobei es sich bevorzugt urn eine repli- 
zierbare DNA handeit, enthaltend: 

(i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ-ID-No. 1 , oder 
55 (ii) mindestens eine Sequenz, die der Sequenz (1) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen Codes 
entspricht, oder 

(iii) mindestens eine Sequenz, die mit der zur Sequenz (i) oder (ii) komplementaren Sequenz hybridisiert, und gc- 
gebenenfalis 

(iv) funkiionsneutralen Sinnmutationen in (1). 

60 

Weitere Gegenstande sind 

ein Polynukleotid gemaB Anspruch 4, enthaltend die Nukleotidsequenz wie in SEQ ID No. 1 dargestellt, 

ein Polynukleotid gemaB Anspruch 6, das fur ein Polypeptid codiert, das die Aniinosauresequenz, wie in SEQ ID No. 2 

dargestellt, enthalt 

65 ein Vektor, enthaltend das Polypeptid gemaB Anspruch l f insbesondere Pendelvektor oder Plasmidvektor 
und als Wirtszelle dienende coryneforme Bakterien, die den Vektor enthalten. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso Polynukleotide, die im wesenttichen aus einer Polynukleotidsequenz bestehen, 
die crhaltlich sind durch Screening mittels Hybridisicrung einer entsprechenden Gcnbank, die das vollstandige Gen mit 
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der Polynukleotidsequenz entsprechend SEQ ID No. 1 enthfilt. rait einer Sonde die die Scquenz d* genanntcn Polynu- 
ktaridsflendB SEQ ID No. 1 oder era Fragracnt davon entbalt und Isolicrung der genannten D^equeoz. 
XynSSeJenzen gcraaB der Erfindung sind geeigne, als Hybridisienrags-Sonden fur RNA, cDNA und DNA 
urn cDNA in vollerLange zu isolieren. die fiir Enolase codieren und solche cDNA oder Gene zu .sol.eren. die e.ne hohe 
AhnlichkeitderSeouenzmitderdesEnolase-Oens aufweisen. 

^nuS^dse^uenzen geraass der Erfindung sind weiterhin geeigne, als Primer zur HcrsteUung von DNA von Ge- 
nen die fiir Enolase codieren, durch die Polymerase-Keitenreaktion (PGR). 

Sofche als Sonden oder Primer dienende Oligonukleotide enthalien mindestens 30, bevorzugi mindestens 20. ganz be- 
jM^SSSSli aufeinanderfolgende Basen. Geeignet sind ebenfalls Oligonucleotide nu, e,ner Lunge 
von mindestens 40 oder 50 Basenpaaren. 

"kniiert" bedeutei aus seinem naturlichen Umfeid herausgerrennt. 

■SScE^S sich im allgeraeinen auf Polyribonukleotide und Polydeoxvribonukleotide, wobe. es sich urn 
nicht modifizierte RNA oder DNA oder modifizierte RNA oder DNA handeln kann. 
Un^Sp'^verstehtraan Peptide oder Proteinc, die zwei oder raehr fiber PeptidbindungenverbundeneAra,- 

^SrPowSde geraaB Erfindung schliessen ein Polypeptid geraafl SEQ ID No. 2, insbesondere solche mit der biolo- 
.ischen AkS d!r Enolase und auch solche ein, die zu wenigstens 70% identisch sind mit dem Polypepud gemass 
SEQ ID CS bivorzSuu wenigstens 80% und besonders die zu wenigstens 90% bis 95% Identitat nut dem Polypep- 
tid eemaB SEO ED No. 2 und die genannte Aklivitat aufweisen. 

Ke MndSg beu^fft weiterhin ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von Aminosauren msbesondere L-Lys.n 20 
unSve^ndungvoncoryneforraenBakterien, die insbesondere bereiu eine Arainosaure produz.eren, und m denen dte 
fur das eno-G.mctxilicrendinNuklcotidscquenzenverstarkt, insbesondere uberexpnmicrt wcrden. 

DeTBe^Vcrsiarkung" beschreibt indiesem Zusammenhang die Erhdhung der intrazellularen Aktivitat ernes oder 
JtenSym^^mW™*™™*. die durch die entsprechende DNA kodiert werden mdera raar , beisp «b- 

weSeS^^ 

rinTnUpihendrEnzyi,, rait einer hohen Aktivitat kodiert und gegebenenfalls diese MaBnahraen k°mb,merL 

DieS^ianisraerdie Gegenstand der vorliegeoden Erfindung sind, konnen L-Amraosauren, ^be^dere ^Ly- 
sin aus Oto Saccharese, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, Cellulose oder aus Glycerin und Ethanol her- 
stelkn Es k^'sich um Vertreter corynefonner Bakterien insbesondere der Gattung ^^tm^h^eln Be, te 
S, Corynebacterium ist insbesondere die Art Corynebacteriura glutam.cum zu nennen, d.e in der Fachwelt fur rare 

"KSSSSSi ^S^nS^insbesontee der Art Corynebacteriura glutamicum, sind die zum 
Beispiel bekannten Wildtypstamme ^ 
Corynebacterium glutamicum ATCC 1 3032 35 
Corynebacterium acetoglutaraicura ATCC 15806 
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870 
Corynebacterium thermoaminogenes FERMBP-1539 
Corynebacterium melassecola ATCC 17965 

Brevibacterium fiavum ATCC14067 ^ 40 
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 und 

Brevibacterium divaricatum ATCC 14020 . . . 

und daraus hergestellte L-Lysin produzicrende Mutanten bzw. Stamme, wie beispielsweise 

Corynebacterium glutamicum FERM-.P 1709 

Brevibacterium fiavum FERM-P 1708 45 
Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 und 

°TSSKtl D SS'S*. **» aoto (EC «.1.U> k «^«^ <~C- ,™ C. » 

lecular and General Genetics, 252: 255-265, 1996) beschreiben erae Genbank von C. U&A 
HUfo des Cosraidvektors Supers I (Wahl et al., 1987, Proc^tings of the ^ ,575^ B et« 

84 -M60-2164) im E coli K-12 Stamm NM554 (Raleigh et al., 1988, Nucleic Acids Research 16. 1563 -1575) aflgelegt 
wurdi^riSn ^Solecular Microbiology 6(3). 317-326)) wiederum ^ h ^% e Q 7^S 0 7 z ^S; 
cura ATCC13032 unter Verwendung des Cosraids P HC79 (Hoho und CoUms, ^VofmSi Ss«>nS 25 
i,,n.Ciner ffenbank von C alutamicum in E. coli kflnnen auch Plasmide wie pBR322 (Bolivar, Life iaences, £>, 
mt 8 8 ( W9))^r PUC-9 C al.. 1982, Gene, 19: 259-268) verwendet werden. Ak Wrte eignen «ch besonders 
o^S 

^raSrcSet^ 

ssrofffi^^ 
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Auf diese Weise wurdc die neue fur das Gen cno kodierende DNA-Scquenz von C glutamicum erhaitea, die als SEQ 
tD NO 1 Bestandtcil der vorliegenden Erfindung ist Weiterhin wurdc aus der voriiegcnden DNA-Scquenz mit den oben 
heschriebcncn Mcthodcn die Aminosauresequcnz des entsprechenden Proteins abgelcitet. Fn SE*Q ID NO 2 ist die sich 
ergebende Armnosauresequenz des eno-Genproduktes dargestellt 

5 Kodierende DNA-Sequenzen, die sich aus SEQ ID NO 1 durch die Degeneriertheil. des genetischen Codes ergeben, 
sind ebcnfalls Bestandtcil der Erfindung. In gleichcr Wcise sind DNA-Scquenzcn, die mit SEQ ID NO 1 odcr Tcilen von 
SEQ ID NO 1 hybridisieren Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind weiterhin konservative Aminosaureaustau- 
sche wie z. B. Austausch von Glycin gegen Alanin oder von Asparaginsiiure gegen Glutaminsaure in Proteinen als 
"Sinnmutationen" (sense mutations) bekannt, die zu keiner grundsatzlichen Veriinderung der Aktiviiiit des Proteins fun- 

to ren, d. h. funklionsneutral sind, Weiterhin ist bekannt, daB Anderungen am N- und/oder C-Terminus eines Proteins des- 
sen Funktion nicht wesentlich beeintrachligen oder sogax slabilisieren konnen. Angaben hierzu findet der Faehmann un- 
ter anderem bei Ben-Bassat et al. (Journal of Bacteriology 169: 751-757 (1987)), bei O'Regan et al. (Gene 77: 237-251 
(1989)), bei Sahin-Toth et al. (Protein Sciences 3: 240-247 (1994)). bei Hochuli et al. (Biotechnology 6: 1321-1325 
(1988)) und in bekannten Lehrbuchem derGenetik und Molekularbiologie. Arainosaurescquenzen, die sich in entspre- 

15 chendcr Wcise aus SEQ ID NO 2 ergeben sind ebenfalls Bestandtcil der Erfindung. 

In gleichcr Weise sind DNA-Sequenzen, die mit SEQ ID NO 1 oder Teilen von SEQ ID NO 1 hybridisieren Bestand- 
teil der Erfindung. Schlie81ich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der Erfindung, die durch die Polymerase-Kettenreak- 
tion (PGR) unter Verwendung von Primem hergestellt werden, die sich aus SEQ ED NO 1 ergeben. Derartige Oligonu- 
kleotide haben typischerweise eine Lange von mindestens 15 Basenpaaren. 

20 Anieitungen zur Identifizierung von DNA-Sequenzen mirtels Hybridisierung findet der Faehmann unter anderem im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization" der FirmaBoehringer Mannheim GmbH (Mannheim, 
Dcutschiand, 1993) und bei Ucbi et al. (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41: 255-260). Aniei- 
tungen zur Amplification von DNA-Sequenzen rait Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) findet der Faehmann un- 
ter anderem im Handbuch von Gait: Oligonukleotide synthesis: a practical approach (IRL Press, Oxford, UK. 1984) und 

25 bei Newton und Graham: PGR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Deutschiand, 1994). 

Die Erfinder fanden heraus, daB corynefonne Bakterien nach Uberexpression des eno-Gens in verbesserter Weise 
Aminosauren insbesondere L-Lysin produzieren. 

Zur Erzielung einer Uberexpression kann die Kopienzahl der entsprechenden Gene erhoht werden, oder es kann die 
Promotor- und Regulationsregion oder die Ribosomenbindungsstelle, die sich stromaufwarts des Strukturgens befindet, 

30 mutiert werden. In glcicher Weise wirken Expressionskassettcn, die srromaufwarts des Strukturgens eingebaut werden. 
Durch induzierbare Promotoren ist es zusatzlich moglich die Expression im Verlaufe der fermentativen L-Lysin-Produk- 
tion zu steigern. Durch MaBnahmen zur Verlangerung der Lebensdauer der m-RNA wird ebenfalls die Expression ver- 
bessert. Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des Enzymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat verstarkt. Die 
Gene oder Genkonstrukte konnen entweder in Plasmiden mit unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Ghromo- 

35 som integriert und amplifiziert sein. Altemativ kann weiterhin eine Uberexpression der betreffenden Gene durch Veran- 
derung der Medienzusammensetzung und Kulturfuhrung erreicht werden. 

Anieitungen hierzu findet der Faehmann unter anderem bei Martin et al. (Biotechnology 5, 137-146 (1987)), bei 
Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Isuchiya und Morinaga (Biotechnology 6, 428-430 (1988)), bei Eikmanns et 
al. (Gene 102, 93-98 (1991)), in der Europaischen Patentschrift EPS 0 472869, im US Patent 4,601,893, bei Schwarzer 

40 und Punier (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), bei Remscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60, 
126-132 (1994)), bei LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), in der Patentanmeidung 
WO 96/15246, bei Malumbres et aL (Gene 134, 15-24 (1993)), in der japanischen Offeniegungsschrirt JP-A-10-229891, 
bei Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)), bei Makrides (Microbiological Re- 
views 60: 512-538 (1996)) und in bekannten Lehrbiichern der Genetik und Molekularbiologie. 

45 Beispielhaft wurde das erfindungsgemafie eno-Gen mit Hitfe von Plasmiden Uberexprimiert Als Plasmide eignen sich 
solche die in coryneformen Bakterien repliziert werden. Zahlreicbe bekannte Plasmidvektoren wie z. B. pZl (Menkel et 
al., Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554), pEKExl (Eikmanns et al., Gene 102: 93-98 (1991)) 
oder pHS2-l (Sonnen et al, Gene 107: 69-74 (1991)) beruhen auf den kryptischen Plasmiden pHM1519, pBLl oder 
pGAl. Andere Plasmidvektoren wie z. B. solche die auf pGG4 (US- A 4,489,160), oder pNG2 (Serwold-Davis et al., 

50 FEMS Microbiology Letters 66, 119-124 (1990)), oder pAGl (US-A 5,158,891) beruhen, konnen in gleicher Weise ver- 
wendet werden. 

Zusatzlich kann es fur die Produktion von Aminosauren, insbesondere L-Lysin vorteilhaft sein, neben dem eno-Gen 
eines oder mehrere Enzyme des jeweiligen Biosyntheseweges, der Glykolyse, der Anaplerotik, des 2itronensaure-Zy- 
klus oder des Aminosaure-Exports zu uberexprimieren. 
55 So kann bcispielswcisc fur die Herstellung von L-Lysin 

- gieichzeidg das fiir die Dihydrodipicolinat-Syntbase kodierende dapA-Gen (EP-B 0 197 335), oder 

- gieichzeidg das fur die Glycexaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase kodierende. gap-Gen (Eikmanns (1992), Jour- 
nal of Bacteriology 174: 6076 -6086), oder 

60 - gieichzeidg das fur die TViosephosphat Isomerase codierende tpi-Gen(Eikmanns (1992). Journal of Bacteriology 
174: 6076-45086), oder 

- gieichzeidg das fur die 3-Phosphoglycerat Kinase codierende pgk-Gen(Eikmanns (1992). Journal of Bacterio- 
logy 174: 6076-6086), oder 

- gieichzeidg das fiir die Pyruvat Carboxylase codierende pyc-Gen(Eikmanns (1992). Journal of Bacteriology 
6S 174: 6076-6086), oder 

- gieichzeidg das fiir den Lysin-Export kodierende iysE-Gen (DE-A-195 48 222) 

uberexprimiert werden. 
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Wciterhin kann cs fiir die Produktion von Aminosauren insbcsondere L-Lysin, vortcilhaft sein, nebcn der Uberexpres- 
sion dcs cno-Gens unerwunschtc Nebcnreaktionen auszuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing Mi- 
croorganisms" , in: Overproduction of Microbial Products, Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, London, 
UK 1982) 

Die erfindungsgemaB hergestellten Mikroorganismen konnen kontinuierlich oder diskontinuierlich im batch - Verfah- 
ren (Satzkultivicrung) oder im fed batch (Zulaufvcrfahrcn) oder repeated fed batch Verfahren (rcpetitives Zulaufvcrfah- 
ren) zum Zwecke der Produktion von Aminosauren, insbesondere L-Lysin kultiviert werden. Eine Zusammenfassung 
iiber bekannte Kultivierungsmethoden sind im Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1 . Einfuhrung in die Bioverfah- 
renstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und penphere Ein- 
richtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulturmedium muB in geeigneter Weise den Anspriichen der jeweiligen Stamme genugen. Be- 
schreibungen von Kulturmedien verschiedenener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for General 
Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D. C, USA, 1981) enthalten. Als Kohlenstoffquelle 
konnen Zucker und Kohlehydrate wie z. B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke und Cel- 
lulose 6le und Fettc wic z. B. Sojaol, Sonnenblumenol Erdnussol und Kokosfctt, Fettsauren wie z. B. Palmitinsaure, 
Stearinsaure und Linolsaure, Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sauren wie z. B. Essigsaure ver- 
wendet werden Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. Als Stickstoffquelle konnen organi- 
sche StickstofT haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextraku Fleischextrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser, Sojaboh- 
nenmehl und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie AmmoniumsuifaU Ammoniumchlorid, Ammomumphos- 
phat Ammoniumcarbonat und Aramoniumnitrat verwendet werden. Die StickstoffqueUen konnen einzeln oder als Mi- 
schung verwendet werden. Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhy- 
drogenphosphat oder die entsprechenden Natrium haltigen Salzc verwendet werden. Das Kulturmedium muB weiterhin 
Salze von Metallen enthalten wie z. B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfal, die fur das Wachstum notwendig sind. 
SchlieBlich konnen essentielle Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den oben genannten Stofifen 
eingeseizt werden. Dem Kulturmedium konnen uberdies geeignete \brstufen zugesetzt werden. Die genannten Einsatz- 25 
stoffe konnen zur Kultur in Form eines einmaligen Ansalzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der Kulti- 
vierung zugefuttert werden. m 

Zur pH-KontroUe der Kultur werden basische Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kahumhydroxid, Ammomak bzw. 
Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wic Phosphorsaure oder Schwefclsaure in geeigneter Weise eingesctzL Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaummittel wie z. B. Fcttsaurepoiyglykolcster eingesetzt werden. Zur 30 
Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende Stoffe z. B. Antibio- 
tika hinzugefUgt werden. Urn aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten werden Sauerstoff oder ^ aueret °£^ u g e ^ smi : 
schungen wie z. B. Luft in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 20 C bis 45 C und 
vorzugsweise bei 25°C bis 40°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt bis sich ein Maximum an Lysin gebildet hat. Dieses 
Ziel wird normalerweise innerhalb von lOStundenbis 160 Stunden erreicht. 35 

Die Analyse von L-Lysin erfolgt kann durch Anionenaustauschchromatographie mil anschlieBender Ninhydnn Den- 
vatisierung erfolgen so wie bei Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), U90) beschrieben 

Das erfindungsgemafie Verfahren client zur fermentativen Herstellung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin. 

Beispiele 40 
Die vorliegendc Ernndung wird im folgenden anhand von Ausruhrungsbcispielen naher erlautert 

Beispiel 1 

Herstellung einer genomischen Cosmid-Genbank aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

Chromosomale DNA aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 wurde wie bei Tauch et al., (1995 Plasmid 
33- 168-179) beschrieben, isoliert und mit dem Restriktionsenzym Sau3AI (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutsch- 
land Produktbeschreibung Sau3AI, Code no. 27-0913-02) partiell gespalten. Die DNA-Fragmente wurden nut shnmp 
alkalischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland, Produktbeschreibung SAP. Code no 
1758250) dephosphoryiiert Die DNA des Cosmid-Vektors SuperCosl (Wahl et aL (1987) Proceedings of the National 
Academy of Sciences USA 84: 2160-2164), bezogen von der Firma Stratagene (La Jolla, USA, Prtxluktbeschreibung 
SuperCosl Cosmid Vektor Kit, Code no. 25 1301) wurde mit dem Restriktionsenzym Xbal (Amersham Pharmacia, Frei- 
burg Deutschland, Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-02) gespalten und ebenfails mit shnmp alkalischer 
Phosphatase dephospboryliert AnschUeBcnd wurde die Cosmid-DNA mit dem Restriktionsenzym Bamffl (Amersham 
Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung BamHT, Code no. 274868-04) gespalten. Die ^auf diese Weise 
behandelte Cosmid-DNA wurde mit der behandelten ATCC13032-DNA gemischt und dcr An ^^^?^ 
(Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung T4-DNA-Ligase, Code no. 27-0W)-04) behandelL 
Das Ligationsgemisch wurde anschlieBend mit Hilfe des Gigapack 0 XL Packmg Extracts (Stratagene, La JoUa, USA, 
Produktbeschreibung Gigapack H XL Packing Extract, Code no. 200217) in Phagen verpackt Zur Infektion des K coh 
Stammes NM554 (Raleigh et aL 1988, Nucleic Acid Research 16: 1563-1575) wurden die Zellen in 10 mM MgS0 4 auf- 
genommen und mit einem Mquot der Phagensuspension vermischt. Infektion und Uterung der (^midb ank wurden wie 
bei Sambrook et al. (1989, Molecular Coning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor) beschneben durchgefuhrt, 
wobei die Zellen aufLB-Agar (Lennox, 1955, Virology, 1: 190) mit l(X) M g/mlAmpiriwn ampiattiert wurden. Nachln- 
kubation tiber Nacht bei 37°C wurden rekombinante Einzelklone selektioniert. 
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Beispicl 2 

♦ 

Tsolicrung und Sequcnzierung des eno-Gens 

5 Die Cosmid-DNA einer Einzelkolonie wurde rait dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Product No. 27106. Qiagen, Hil- 
dcn. Germany) nach Herstcllerangabcn isoliert und mil dem Rcstriktionscnzyrn Sau3AI (Amersham Pharmacia. Frei- 
burg, Deutschland, Produktbeschreibung Sau3AI, Product No. 27-0913-02) panieil gespalten. Die DNA-Fragmente 
warden mil shrimp alkalischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland, Produktbeschrei- 
bung SAP, Product No. 1758250) dephosphoryliert. Nach gelelektrophoretischer Aultrennung erfolgte die Tsolierung der 

to Cosmidfragmente im GroBenbereich von 1500 bis 2000 bp mil dem QiaExJI Gel Extraction Kit (Product No. 20021 , Qia- 
gen. Hilden, Germany). Die DNA des Sequenziervektors pZero-1 bezogen von der Firma Inviirogen (Groningen, Nie- 
derlande, Produktbeschreibung Zero Background Cloning Kit, Product No. K2500-01) wurde mit dem Restriktionsen- 
zym BaniHI (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung BamHL Product No. 27-0868-04) ge- 
spalten. Die Ligation der Cosmidfragmente in den Sequenziervektor pZero-1 wurde wie von Samhrook et al. (1989, Mo- 
ts iecular Qoning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor) beschricben durchgefuhrt, wobci das DNA-Gcmisch mit T4- 
Ligase (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) ubcr Nacht inkubiert wurde. Dieses Ligationsgemisch wurde an- 
schlieBend in den E. coli Stamm DH5aMCR (Grant, 1990, Proceedings of the National Academy of Sciences U. S. A., 
87: 4645-4649) elekiroporiert (Tauch et al. 1994. FEMS Microbiol Letters, 123: 343-7) und auf LB-Agar (Lennox, 
1955, Virology, 1: 190) mit 50 ug/ml Zeocin ausplattierl. Die Plasmidpraparation der rekombinanten Klone erfolgte mit 

20 dem Biorobot 9600 (Product No. 900200, Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Sequenzierung erfolgte nach der Dideoxy- 
Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977, Proceedings of the National Academy of Sciences U. S. A., 
74: 5463-5467) mit Modilikationen nach Zimmermann et al. (1990, Nucleic Acids Research, 18: 1067). Es wurde der 
"RR dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Kit" von PE Applied Biosystems(Product No. 403044, Wciterstadf, 
Deutschland) verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung und Analyse der Sequenzierreaktion erfolgte in einem 

25 "RotiphoreseNF Acrylamid/Bisacrylamid" Gel (29 : 1) (Product No. A 124.1, Roth, Karlsruhe, Germany) mit dem "ABI 
Prism 377" Sequenziergerat von PE Applied Biosyslems (Weiterstadt, Deutschland). 

Die erhaltenen Roh-Sequenzdaten wurden anschlieBend unter Anwendung des Staden-Programpakets (1986, Nucleic 
Acids Research, 14: 217-231) Version 97-0 prozessiert. Die Einzelsequenzen der pZeroi-Derivate wurden zu einem zu- 
sammenhangenden Contig assemblien. Die computcrgestutzte Kodierbercichsanalyse wurden mit dem Programra XNIP 

30 (Staden, 1986, Nucleic Acids Research, 14: 217-231) angefertigL Weiterc Analysen wurden mit den "BTjVST search 
programs" (Altschul et aL, 1997, Nucleic Acids Research, 25: 3389 -3402), gegen die non-redundant Datenbank des 
"National Center for Biotechnology Information" (NCBI, Bethesda, MD, USA) durchgefuhrt. 

Die erhaltene Nukleotidsequenz ist in SEQ ID NO 1 dargestellt. Die Analyse der Nukleotidsequenz ergab ein offenes 
Leseraster von 1275 Basenpaaren, welches als eno-Gen bezeichnet wurde. Das eno-Gen kodiert fur ein Protein von 425 

35 Aminosauren. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Degussa-HUls AG 

<120> Neue fur das eno-Gen codierende Nukleotidsequenzen 

<130> 990152 BT 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1578 
<212> DNA 

<213> Corynebacteriura glutamicum 

<220> 
<221> CDS 

<222> (151) (1425) 
<400> 1 

ggctggggat atgggtagtt ttcgccacta atttcaactg attgcctcat cgaaacaaga 60 

ttcgtgcaac aattgggtgt agacgtgatt gaagacattt gatcacgtga ataattctag 120 

ttagctccca agttggcata ggaggccaca gtg get gaa ate atg cac gta ttc 174 

Val Ala Glu He Met His Val Phe 
1 5 

get cgc gaa att etc gac tec cgc ggt aac cca ace gtc gag gca gag 222 
Ala Arg Glu He Leu Asp Ser Arg Gly Asn Pro Thr Val Glu Ala Glu 
10 15 20 

gtt ttc ctg gat gac ggt tec cac ggt gtc gca ggt gtt cca tec ggc 270 
Val Phe Leu Asp Asp Gly Ser His Gly Val Ala Gly Val Pro Ser Gly 
25 30 35 40 

gca tec acc ggc gtc cac gag get cat gag ctg cgt gac ggt ggc gat 318 
Ala Ser Thr Gly Val His Glu Ala His Glu Leu Arg Asp Gly Gly Asp 
45 50 55 

cgc tac ctg ggc aag ggc gtt ttg aag gca gtt gaa aac gtc aac gaa 366 
Arg Tyr Leu Gly Lys Gly Val Leu Lys Ala Val Glu Asn Val Asn Glu 
60 65 70 

gaa ate ggc gac gag etc get ggc eta gag get gac gat cag cgc etc 414 
Glu He Gly Asp Glu Leu Ala Gly Leu Glu Ala Asp Asp Gin Arg Leu 
75 80 85 

ate gac gaa gca atg ate aag ctt gat ggc acc gee aac aag tec cgc 4 62 
He Asp Glu Ala Met He Lys Leu Asp Gly Thr Ala Asn Lys Ser Arg 
90 95 100 
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ctg ggt gca aac gca ate ctt ggt gtt tec atg get gtt gca aag get 510 

Leu Gly Ala Asn Ala lie Leu Gly Val Ser Met Ala Val Ala Lys Ala 

105 110 115 120 

5 

get get gat tec gca ggc etc cca ctg ttc cgc tac ate ggt gga cca 558 

Ala Ala Asp Ser Ala Gly Leu Pro Leu Phe Arg Tyr He Gly Gly Pro 
125 130 135 

to aac gca cac gtt ctt cca gtt cca atg atg aac ate ate aac ggt ggc 606 

• Asn Ala His Val Leu Pro Val Pro Met Met Asn He lie Asn Gly Gly 
140 145 150 
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get cac get gac tec ggt gtt gac gtt cag gaa ttc atg ate get cca 654 

Ala His Ala Asp Ser Gly Val Asp Val Gin Glu Phe Met He Ala Pro 

155 160 165 

ate ggt gca gag ace ttc tct gag get etc cgc aac ggc gcg gag gtc 702 

He Gly Ala Glu Thr Phe Ser Glu Ala Leu Arg Asn Gly Ala Glu Val 

170 175 180 



tac cac gca ctg aag tec gtc ate aag gaa aag ggc ctg tec ace gga 750 

Tyr His Ala Leu Lys Ser Val He Lys Glu Lys Gly Leu Ser Thr Gly 

25 185 190 195 200 

ctt ggc gat gag ggc ggc ttc get cct tec gtc ggc tec acc cgt gag 798 

Leu Gly Asp Glu Gly Gly Phe Ala Pro Ser Val Gly Ser Thr Arg Glu 

205 210 215 

30 

get ctt gac ctt ate gtt gag gca ate gag aag get ggc ttc acc cca 84 6 

Ala Leu Asp Leu He Val Glu Ala He Glu Lys Ala Gly Phe Thr Pro 

220 225 230 

ggc aag gac ate get ctt get ctg gac gtt get tec tct gag ttc ttc 894 

Gly Lys Asp He Ala Leu Ala Leu Asp Val Ala Ser Ser Glu Phe Phe 

235 240 245 

40 aag gac ggc acc tac cac ttc gaa ggt ggc cag cac tec gca get gag 94 2 

Lys Asp Gly Thr Tyr His Phe Glu Gly Gly Gin His Ser Ala Ala Glu 

250 255 260 

atg gca aac gtt tac get gag etc gtt gac gcg tac cca ate gtc tec 990 

45 Met Ala Asn Val Tyr Ala Glu Leu Val Asp Ala Tyr Pro He Val Ser 

265 270 275 280 



ate gag gac cca ctg cag gaa gat gac tgg gag ggt tac acc aac etc 1038 
He Glu Asp Pro Leu Gin Glu Asp Asp Trp Glu Gly Tyr Thr Asn Leu 
285 290 295 

acc gca acc ate ggc gac aag gtt cag ate gtt ggc gac gac ttc ttc 1086 
Thr Ala Thr He Gly Asp Lys Val Gin He Val Gly Asp Asp Phe Phe 
300 305 310 

gtc acc aac cct gag cgc ctg aag gag ggc ate get aag aag get gee 1134 
Val Thr Asn Pro Glu Arg Leu Lys Glu Gly He Ala Lys Lys Ala Ala 
315 320 325 
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aac tec ate ctg gtt aag gtg aac cag ate ggt acc etc ace gag ace 1182 

Asn Ser He Leu Val Lys Val Asn Gin lie Gly Thr Leu Thr Glu Thr 
330 335 340 

5 

ttc gac get gtc gac atg get cac cgc gca ggc tac acc tec atg atg 1230 

Phe Asp Ala Val Asp Met Ala His Arg Ala Gly Tyr Thr Ser Met Met 

345 350 355 360 

tec cac cgt tec ggt gag acc gag gac acc acc att get gac etc gca 1278 10 

Ser His Arg Ser Gly Glu Thr Glu Asp Thr Thr He Ala Asp Leu Ala 

365 370 375 



gtt gca etc aac tgt ggc cag ate aag act ggt get cca gca cgt tec 1326 
Val Ala Leu Asn Cys Gly Gin He Lys Thr Gly Ala Pro Ala Arg Ser 
380 385 390 

gac cgt gtc gca aag tac aac cag ctt etc cgc ate gag cag ctg ctt 1374 
Asp Arg Val Ala Lys Tyr Asn Gin Leu Leu Arg He Glu Gin Leu Leu 
395 400 405 



gttgecttae tactgttact ggtgtgacta tgatcgagga ttatggcaaa gcagaagaaa 1535 
actcataaag gccttgttcc tgtctcaagc agggaaegtg ctt 1578 



15 



20 



ggc gac gee ggc gtc tac gca ggt cgc age gca ttc cca cgc ttt cag 14 22 
Gly Asp Ala Gly Val Tyr Ala Gly Arg Ser Ala Phe Pro Arg Phe Gin 

410 415 420 25 

ggc taaataaaag egcttttega cgcccggtaa cctcaaggtt gccgggcgtc 147 5 

Gly 
425 



30 



35 



<210> 2 
<211> 425 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 40 
<400> 2 

Val Ala Glu He Met His Val Phe Ala Arg Glu He Leu Asp Ser Arg 
15 10 15 

45 

Gly Asn Pro Thr Val Glu Ala Glu Val Phe Leu Asp Asp Gly Ser His 
20 25 30 

Gly Val Ala Gly Val Pro Ser Gly Ala Ser Thr Gly Val His Glu Ala 
35 40 45 

His Glu Leu Arg Asp Gly Gly Asp Arg Tyr Leu Gly Lys Gly Val Leu 
50 55 60 

Lys Ala Val Glu Asn Val Asn Glu Glu He Gly Asp Glu Leu Ala Gly 
65 70 75 80 

Leu Glu Ala Asp Asp Gin Arg Leu He Asp Glu Ala Met lie Lys Leu 

85 90 95 « 
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Asp Gly Thr Ala' Asn Lys Ser Arg Leu Gly Ala Asn Ala lie Leu Gly 
100 105 110 



val Ser Met Ala Val Ala Lys Ala Ala Ala Asp Ser Ala Gly Leu Pro 



115 



120 



125 



Leu Phe Arg Tyr lie Gly Gly Pro Asn Ala His Val Leu Pro Val Pro 
130 ~ 135 140 

to 

Met Met Asn He He Asn Gly Gly Ala His Ala Asp Ser Gly Val Asp 
145 150 155 160 

Val Gin Glu Phe Met He Ala Pro He Gly Ala Glu Thr Phe Ser Glu 
15 165 170 175 



20 



Ala Leu Arg Asn Gly Ala Glu Val Tyr His Ala Leu Lys Ser Val lie 
180 185 190 

Lys Glu Lys Gly Leu Ser Thr Gly Leu Gly Asp Glu Gly Gly Phe Ala 
195 200 205 



Pro Ser Val Gly Ser Thr Arg Glu Ala Leu Asp Leu He Val Glu Ala 
25 210 215 220 

He Glu Lys Ala Gly Phe Thr Pro Gly Lys Asp lie Ala Leu Ala Leu 

225 230 235 240 

30 Asp Val Ala Ser Ser Glu Phe Phe Lys Asp Gly Thr Tyr His Phe Glu 
245 250 255 



35 



Gly Gly Gin His Ser Ala Ala Glu Met Ala Asn Val Tyr Ala Glu Leu 
260 265 270 

Val Asp Ala Tyr Pro He Val Ser lie Glu Asp Pro Leu Gin Glu Asp 
275 280 285 



40 Asp Trp Glu Gly Tyr Thr Asn Leu Thr Ala Thr He Gly Asp Lys Val 

290 295 300 

Gin lie Val Gly Asp Asp Phe Phe Val Thr Asn Pro Glu Arg Leu Lys 

305 310 315 320 



45 



Glu Gly lie Ala Lys Lys Ala Ala Asn Ser lie Leu Val Lys Val Asn 
325 330 335 



50 



Gin lie Gly Thr Leu Thr Glu Thr Phe Asp Ala Val Asp Met Ala His 



340 



345 



350 



55 



Arg Ala Gly Tyr Thr Ser Met Met Ser His Arg Ser Gly Glu Thr Glu 
355 360 365 

Asp Thr Thr He Ala Asp Leu Ala Val Ala Leu Asn Cys Gly Gin He 
370 375 380 



Lys Thr Gly Ala Pro Ala Arg Ser Asp Arg Val Ala Lys Tyr Asn Gin 
60 385 390 395 400 

Leu Leu Arg He Glu Gin Leu Leu Gly Asp Ala Gly Val Tyr Ala Gly 
405 410 415 

65 Arg Ser Ala Phe Pro Arg Phe Gin Gly 
420 425 
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Patentanspriiche * 

1 . Isolicrtcs Polynukleotid aus coryncforracn Baktcrien, enthaltcnd cine Polynuklcotidscquenz, ausgewahlt aus dcr 
Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch isi mil einem Polynukleotid, das fur ein Poivpeptid codieru 5 
das die Aminosauresequenz von SEQ ED No. 2 cmhali, 

b) Polynukleotid, das fvir ein Poivpeptid codiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Polynukieotiden von a) oder b), und 

e) Polynukleolid, enlhaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Basen der Polynukleotidsequenz von a), b) to 
Oder c). 

2. Polynukleotid gemaB Anspruch 1 . wobei das Polynukleotid eine in coryneformen Bakterien replizierbare, bevor- 
zugt rekombinante DNA ist. 

3. Polynukleotid gemiiB Anspruch 1, wobei das Polynukleotid eine RNA ist. 

4. Polynukleotid gemaB Anspruch 2, enthaltcnd die Nukleinsauresequcnz wic in SEQ ID No. I dargcstcllt. is 

5. Replizierbare DNA gemaB Anspruch 2, enthaltcnd 

(i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ-ED-No. l t oder 

(it) mindestens eine Sequenz, die der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen 
Codes entspricht, oder 

(iii) mindestens eine Sequenz, die mit der zur Sequenz (i) oder (ii) komplementaren Sequenz hybridisiert, und 20 
gegebenenfalls 

(iv) funktionsneutralc Sinnmutationen in (i). 

6. Polynukleotidsequenz gemaB Anspruch 2, das fur ein Polypcptid codiert, das die Aminosauresequenz in SEQ ID 
No. 2 darstellt, enthalt. 

7. Verfahren zur fennentativen Herstellung von L-Aminoskuren, insbesondere L-Lysin, dadurch gekennzeichnet, 25 
daB man folgende Schritte durchfuhrt: 

a) Fermentation der die L-Lysin produzierenden coryneformen Bakterien, in denen man zumindest das eno- 
Gen oder dafiir codierende Nukleotidsequenzen verstarkt, insbesondere uberexprimiert 

b) Anreicherung von dcr L-Aminosaure im Medium oder in den Zellen dcr Bakterien und 

c) Isolieren von der L-Aminosaurc. 30 

8. Verfahren gemiiB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man Bakterien einsetzt, in denen man zusatzlich 
weitere Gene des Biosyntheseweges der gewiinschten L-Aminosaure verstarkt 

9. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man Bakterien einsetzt, in denen die Stoffwechsel- 
wege zumindest teiiweise ausgeschaltet sind, die die Bildung des L-Lysins verringem. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man einen mit einem Plasmidvektor transfonmer- 35 
ten Stamm einsetzt, und der Plasmidvektor die fur das eno-Gen codierende Nukleotidsequenz tragt. 

1 1 . Verfahren gemaB einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB man coryneforme 
Bakterien verwendet, die L-Lysin herstellen. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeitig das fur die Dthydrodipicolinat-Syn- 
thase kodierende dapA-Gen uberexprimiert wird. 40 

13. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeitig ein S-(2-Aniinoethyl)-Cystein-Resi- 
stenz vermitteindes DNA-Fragment amplifiziert wird. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeitig das fur die Gyceraldehyd-3-Phosphat 
Dehydrogenase kodierende gap-Gen uberexprimiert wird. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeitig das fur die THosephosphat Isomerase 45 
codierende tpi-Gen uberexprimiert wird. 

16. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeidg das fiir die 3-Phosphatglycerat Kinase 
codierende pgk-Gen uberexprimiert wird. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB gleichzeidg das fur die Pyruvat Carboxylase codie- 
rende pyc-Gen uberexprimiert wird. 50 
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